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ABSTRAK 
Telah dilakukan penelitian mengenai Deteksi Gen Interleukin-6 dengan Metode 
Polymerase Chain Reaction (PCR) pada Sampel Klinis Tuberkulosis. Gen Interleukin-6 (IL-
6) merupakan suatu gen yang mengkodekan pelepasan senyawa Interleukin-6 sebagai respon 
imun positif perlindungan terhadap infeksi M.tuberculosis. Keberadaan dan variasi gen 
interleukin-6 diketahui dapat mempengaruhi jumlah sitokin Interleukin-6 dalam tubuh 
seseorang. Deteksi terhadap gen pengkode sitokin merupakan langkah awal dalam 
menganalisis riwayat fungsi suatu jenis sitokin.   Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi 
keberadaan gen IL-6 pada 8 sampel klinis (darah) penderita dan 2 sampel darah orang sehat 
sebagai kontrol. Sebelum melakukan melakukan amplifikasi dengan PCR, terlebih dahulu 
dilakukan ekstraksi DNA dari darah dengan metode Boom, yaitu suatu metode yang 
dilakukan dengan melisiskan sel darah dan menginaktivasi nuklease menggunakan 
guanidium thiocynate yang bersifat kaotrofik bersama dengan partikel silikat atau diatom 
sebagai pengikat asam nukleat. Gen IL-6 yang terdeteksi dengan metode PCR menggunakan 
primer F: 5′-GGAGTCACACACTCCACCT-3’ dan R: 5′-CTGATTGGAAACCTTATTAG-
3’ berukuran 360 pasangan basa (bp). 
Kata Kunci: Tuberkulosis Paru, Interleukin-6, PCR, Sitokin, Deteksi Gen, Metode Boom. 
ABSTRACT 
A research about Interleukin-6 gene detection with Polymerase Chain Reaction (PCR) 
method on Tuberculosis clinical sample has done.  Interleukin-6 (IL-6) gene is a gene which 
encodes the release of interleukin-6 compounds as positive immune response protection 
against the bacteria infection. The existence and the gene variations of interleukin-6 known to 
affect the amount of the cytokine in the body. Detection of the gene encoding the cytokine is 
the first step in analyzing the history of the cytokine functions. This study aims to detect the 
presence of IL-6 gene in 8 clinical samples (blood) of tuberculosis patients and two blood 
samples from “healthy” people as controls. Before the amplification process with PCR did, 
DNA extraction from blood had done by the Boom method that performed by lysing blood 
cells and inactivates nuclease using chaotrophic agent guanidium thiocynate together with 
silicate particles or diatoms as nucleic acid binding. IL-6 gene were detected using primer F: 
5'-GGAGTCACACACTCCACCT-3' and R: 5'-CTGATTGGAAACCTTATTAG-3' 
measuring 360 base pairs (bp). 
Keyword: Pulmonary Tuberculosis, Interleukin-6, PCR, Cytokine, Gene detection,    Boom 
Method.
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I. PENDAHULUAN 
Tuberkulosis (TB) merupakan salah 
satu masalah kesehatan yang paling serius di 
dunia saat ini dan penyebab utama kematian 
di Negara-negara berkembang termasuk 
Indonesia. TB menjadi masalah utama 
kesehatan masyarakat Indonesia ditunjang 
oleh beberapa fakta bahwa Indonesia 
merupakan negara dengan pasien TB 
terbanyak ke-3 di dunia setelah India dan 
China. Hasil Survei Kesehatan Rumah 
Tangga (SKRT) menunjukkan bahwa 
penyakit TB merupakan penyebab kematian 
nomor 5 setelah penyakit kardiovaskular dan 
penyakit saluran napas pada semua 
kelompok usia dan berada di peringkat 
pertama dari golongan penyakit infeksi 
(Depkes RI, 2008). 
Diperkirakan 1,9 milyar manusia atau 
sepertiga penduduk dunia terinfeksi penyakit 
ini. Setiap tahun terjadi sekitar 9 juta 
penderita baru TB dengan kematian sebesar 
3 juta orang. Di Negara berkembang 
kematian mencakup 25% dari keseluruhan 
kasus, yang sebenarnya dapat dicegah 
sehubungan dengan telah ditemukannya 
kuman penyebab TB. Kematian tersebut 
pada umumnya disebabkan karena tidak 
terdeteksinya kasus dan kegagalan 
pengobatan. Data Program Pemberantasan 
Tuberkulosis (P2 TB) di Indonesia 
menunjukkan peningkatan kasus dari tahun 
ke tahun. Upaya penanggulangan maupun 
pencegahan yang telah diupayakan masih 
belum berhasil menyelesaikan masalah yang 
ada yaitu menurunkan angka kesakitan dan 
kematian. Sedangkan kasus TB yang tidak 
terobati akan terus menjadi sumber 
penularan (Ratnasari, 2012). 
Tuberkulosis disebabkan oleh bakteri 
Mycobacterium tuberculosis (M. 
tuberculosis) yang menyerang organ 
pernapasan dan dapat pula menginfeksi 
organ lain. Gejala penyakit ini kemudian 
akan timbul beberapa saat setelah infeksi 
dan pada umumnya respons imun terbentuk 
dalam 2–12 minggu setelah infeksi (Luthfi 
dan Putro, 2012). 
Terdapat mediator yang muncul di 
daerah infeksi yang diduga dibawa ke 
daerah otak dengan menghasilkan efek 
pengaturan panas sebagai demam sewaktu 
infeksi. Kini telah diketahui bahwa demam 
tersebut disebabkan oleh empat jenis sitokin 
yaitu IL-1, TNF, IFNα dan IL-6 (Subowo, 
2000). 
Penemuan terbaru yang melibatkan 
sitokin interleukin (IL)-6 pada berbagai 
disiplin ilmu mengungkapkan peran sitokin 
tersebut dalam berbagai proses biologis. 
Jalur sintesis IL-6 merupakan salah satu 
mekanisme yang menghubungkan 
peradangan dengan proses terjadinya 
penyakit tersebut. Selain itu, bukti baru 
mengarah ke IL-6 sebagai salah satu 
mediator koordinasi langsung antara sistem 
kekebalan adaptif dan bawaan (Naugler dan 
Karin, 2007). 
Secara terpisah IL-6 diketemukan 
karena memiliki efek anti virus sehingga 
dinamakan pula IFN-β2. Selain itu, IL-6 juga 
memiliki fungsi dalam aktivitas biologis 
lainnya seperti meningkatkan pertumbuhan 
hibridoma, dan merangsang hepatosit serta 
limfosit B (Subowo, 2000). Penelitian 
terbaru juga menunjukkan bahwa 
interleukin-6 (IL-6) diperlukan untuk 
induksi respon T-sel dan bahwa IL-4 dapat 
menekan induksi IFN-γ. Untuk 
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mengevaluasi peran sitokin IL-6 dan IL-4 
pada generasi kekebalan paru M. 
tuberculosis (Saunders, dkk., 2000). 
Produk-produk bakteri seperti 
lipopolisakarida (LPS) serta infeksi virus 
diketahui merupakan salah satu pemicu 
aktivasi faktor transkripsi untuk produksi 
IL-6 (Naugler dan Karin, 2007). Menurut 
Sodenkamp et al. (2012) berdasarkan 
penelitian yang telah dilakukan terhadap 
mencit yang diinfeksi M. tuberculosis 
diketahui bahwa ternyata IL-6 dan Tumor 
Necrosis Factor (TNF) secara terpisah 
dibutuhkan sebagai respon imun positif 
perlindungan terhadap infeksi 
M.tuberculosis. 
Bukti terbaru juga menunjukkan bahwa 
jumlah sitokin Interleukin-6 pada serum 
dipengaruhi oleh variasi yang terjadi pada 
gen tersebut yang terletak pada lokus 7p21 
di lengan panjang pada kromosom 7 (Cole et 
al, 2010). Penggandaan gen pengkode IL-6 
pertama kali dilakukan pada tahun 1986, dan 
sejak saat itu penelitian tentang fungsi IL-6 
telah banyak dilakukan (Naugler dan Karin, 
2007). 
Analisis terhadap riwayat suatu jenis 
sitokin membantu memperjelas sifat 
fungsional dari sel-sel imun, baik dalam 
kegunaannya untuk penelitian maupun untuk 
diagnosis klinis. Metode PCR telah menjadi 
metode yang secara luas digunakan untuk 
mengukur jumlah sitokin yang berasal dari 
sel, jaringan atau jaringan tubuh. Metode ini 
telah menjadi metode yang paling efektif 
dan efisien untuk mengukur tingkat ekspresi 
mRNA dari suatu sitokin (Giuletti et al, 
2001). 
Deteksi terhadap gen pengkode sitokin 
selanjutnya menjadi langkah awal dalam 
melakukan analisis terhadap riwayat fungsi 
suatu jenis sitokin. Berdasarkan uraian 
tersebut, penelitian ini kemudian dianggap 
perlu dilakukan untuk melihat keberadaan 
gen Interleukin-6 pada penderita 
tuberkulosis dengan metode Polymerase 
Chain Reacton (PCR). 
II. METODE PENELITIAN 
II.1 Alat Penelitian 
Alat yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah sentrifuge, Laminary Air Flow 
(LAF), tabung eppendorf steril 1,5 ml, 
tabung eppendorf steril 0,5 ml, 
microsenrifuge eppendorf, rak tabung 
eppendorf, vortex, mikropipet (1000μl, 
200μl, 100μl, 20μl), tip aerosol steril 20μl, 
250μl dan 1000μl, tabung Valcon 50 ml, 
tabung vial PCR, Therma Cycler PCR, 
transilluminator UV, gel doc, tangki larutan 
penyangga elektroda, sendok tanduk, 
spectrophotometer, microplate, timbangan 
digital, erlenmeyer 250 ml, sisir gel, cetakan 
gel, tabung ukur 100 ml, inkubator, freezer, 
oven, kulkas dan microwave. 
II.2 Bahan Penelitian 
Bahan yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah darah, L2 (Washing buffer), L6 
(lysis buffer), HCl 32 %, SiO2 (Silica 
dioxide), Ethanol 70%, aseton, Qubit dsDNA 
HS Assay Kit, buffer elektroforesis Tris 
acetic acid-buffer–EDTA, larutan loading 
dye 10%, larutan NaOH, distilled water, gel 
agarosa 2%, Guanidinium thiocynate, 
Primer IL-6 Forward: 5′-G G A G T C A C 
A C A C T C C A C C T -3’, Primer IL-6 
Reverse: 5′-C T G A T T G G A A A C C T 
T A T T A G -3’, PCR mix (dNTP’s, Taq 
polimerase, NE-Buffer dan distilled water), 
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aluminium foil, marker DNA 100 bp ladder, 
Ethidium bromida dan kertas parafilm. 
II.3 Prosedur Penelitian 
II.3.1 Sampel 
Sampel klinis yang digunakan adalah 
sampel darah manusia yang merupakan 
koleksi Laboratorium Mikrobiologi, 
Immunologi dan Biologi Molekuler Fakultas 
Kedokteran Universitas Hasanuddin 
Makassar dengan hasil pemeriksaan BTA(+) 
dan sampel darah manusia dengan hasil 
pemeriksaan BTA(-) sebagai kontrol yang 
akan diisolasi DNAnya dan dilengkapi data 
dukung sebagai berikut: 
Tabel 1. Data dukung sampel darah 
No 
Samp
el 
 
Nama 
Usia 
(tahun) 
Jenis 
Kelamin 
Lama 
Pengobata
n 
1 AM 37 Laki-Laki 6 Bulan 
2 ZK 45 Laki-Laki 6 Bulan 
3 SB 32 Perempuan 6 Bulan 
4 KM 42 Laki-Laki 6 Bulan 
5 HY 50 Perempuan 6 Bulan 
6 AD 46 Perempuan 6 Bulan 
7 LK 51 Laki-Laki 6 Bulan 
8 ID 27 Perempuan 6 Bulan 
9 FR 39 Laki-Laki - 
10 JL 25 Perempuan - 
II.3.2 Ekstraksi DNA dengan Metode 
Boom (Hatta dan Smits, 2007)  
Sampel darah dimasukkan ke tabung 
eppendorf, lalu ditambahkan larutan L6 
(lysis buffer). Campuran buffer L6 yang 
telah mengandung DNA hasil ekstraksi 
disentrifuge selama 2-3 menit pada 
kecepatan 13.000 rpm, dengan tujuan agar 
DNA hasil ekstraksi tersebut dapat 
mengendap di bagian dasar tabung. 
Supernatan yang terbentuk dari masing-
masing sampel kemudian diambil lalu 
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 
steril dan ditambahkan suspensi diatom 
(silica). Campuran sampel dan suspensi 
diatom kemudian dihomogenkan dan 
dirotasi kembali menggunakan sentrifus. 
Supernatan yang terbentuk dari setiap 
tabung kemudian dibuang.  
Buffer pencuci L2 ditambahkan, 
disentrifus, kemudian supernatan dibuang. 
Endapan dicuci dengan menambahkan 
etanol 70% dan aseton masing-masing 
sebanyak 2 (dua) kali kemudian dirotasi dan 
disentrifus, supernatan dibuang. Pencucian 
terakhir aseton yang tersisa diuapkan dengan 
membuka penutup tabung dan dipanaskan 
dengan oven pada suhu 56ºC. 
Setelah sedimen mengering, distilled 
water ditambahkan kemudian dirotasi 
hingga sedimen dan suspensi tersebut larut, 
lalu tabung diinkubasi dalam oven pada 
suhu 56ºC selama 10 menit. Selanjutnya 
campuran tersebut disentrifus kembali 
selama 2 menit. Supernatan diambil secara 
hati-hati dan dimasukkan ke dalam tabung 
baru. Hasil ekstraksi disimpan pada suhu -
20ºC di dalam freezer. 
II.3.3 Pengukuran Konsentrasi DNA 
template 
DNA template disentrifus selama 1 
menit, kemudian ditambahkan reagen uji 
konsentrasi dan dimasukkan ke dalam alat 
spektrofotometer untuk divisualisasi 
berdasarkan hasil Optical Density tiap 
sampel DNA template  yang tertera di layar 
spektrofotometer dengan panjang 
gelombang yang digunakan 260 nm dan 320 
nm. Untuk ditentukan konsentrasinya, nilai 
Optical Density tiap sampel kemudian 
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dimasukkan ke dalam rumus (Harlow dan 
Lane, 1988) : 
          
(                     )                    
            
 
II.3.4 Amplifikasi DNA IL-6 dengan PCR 
(Hatta et al., 2010) 
PCR Mix dibuat terlebih dahulu dengan 
mencampurkan 10x buffer, Taq Polymerase, 
dNTP’s, Primer IL-6 Forward,  Primer IL-6  
Reverse dan distilled water per sampel. 
Kemudian PCR Mix ditambah template 
DNA yang telah diekstraksi dari sampel 
darah dimasukkan ke dalam tabung vial 
PCR. Kontrol negatif, tabung vial tidak 
ditambahkan template DNA tetapi 
ditambahkan distilled water. Setelah itu, 
masing-masing tabung vial PCR 
dimasukkan ke therma cycler PCR. 
Untuk amplifikasi gen IL-6 primer yang 
digunakan adalah F:5′-G G A G T C A C A 
C A C T C C A C C T -3’, dan  R: 5′-C T G 
A T T G G A A A C C T T A T T A G -3’,  
Hasil produk PCR sebesar 360 bp (Camil et 
al, 2014).  
II.3.5 Deteksi Produk PCR dengan 
Elektroforesis (Morin et al, 2004) 
Gel agarosa 2% dibuat dengan 
mencampurkan serbuk agarosa ke dalam 
Tris-Buffer-EDTA di erlenmeyer, kemudian 
dipanaskan hingga mendidih, ditambahkan 
ethidium bromida lalu dihomogenkan. 
Setelah agak dingin, cairan gel dituang ke 
cetakan gel elektroforesis dengan 
menggunakan sisir gel. 
Kemudian produk amplifikasi dicampur 
dengan larutan loading dye 10x. Setelah 
tercampur dengan baik, masing-masing 
dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 2% 
yang telah terendam dalam tangki yang 
berisi Tris acetid acid-Buffer-EDTA. 
Marker DNA 100 bp Ladder ke salah satu 
sumur gel agarosa, kemudian elektroforesis 
dijalankan pada tegangan 100 volt hingga 
sampel berada pada ¾ dari volume. Sampel 
kemudian diamati dengan sinar Ultra Violet 
(UV) pada gel doc. Hasil yang diperoleh 
berupa pola pita DNA (band DNA). 
III.3.6 Analisis Data 
Hasil deteksi PCR dengan elektroforesis 
dianalisis berdasarkan ada tidaknya pita 
DNA (band DNA) yang terbentuk dan data 
disajikan secara deskriptif dengan 
menggunakan gambar hasil elektroforesis 
gel agarosa 2%. 
IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 
IV.1 Ekstraksi DNA Sel Darah dengan 
Metode Boom 
Penelitian ini dilakukan dengan 
melakukan amplifikasi (penggandaan) pada 
gen IL-6 yang terkandung dalam darah 
manusia. Darah yang diambil berasal dari 
delapan orang penderita tuberkulosis dan 
darah dua orang normal sebagai kontrol 
untuk mengetahui keberadaan gen IL-6 pada 
penderita tuberkulosis dan pada sampel 
kontrol. 
Ekstraksi DNA dari sampel darah 
dilakukan dengan menggunakan metode 
Boom, yaitu suatu metode ekstraksi DNA 
dengan menggunakan senyawa-senyawa 
kimiawi untuk melisiskan sel dan 
memisahkan DNA dengan sisa pelisisan sel. 
Darah sampel yang dimasukkan ke dalam 
larutan buffer lisis L6 bertujuan agar sel-sel 
darah lisis sehingga isi sel termasuk DNA 
yang terkandung di dalam sel darah berinti 
keluar dari selnya. Setelah disentrifus, sisa 
sel akan membentuk endapan (pellet) 
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sedangkan DNA hasil ekstraksi tidak 
mengendap dan membentuk supernatan. 
Supernatan kemudian ditambahkan suspensi 
diatom berupa partikel silikat oksida (SiO2) 
agar molekul DNA yang telah berpisah tadi 
dapat melekat pada partikel silikat yang 
secara fisik sangat berpori.  
Pada campuran sampel dan suspensi 
diatom masih terdapat sisa larutan L6 
sehingga harus ditambahkan larutan buffer 
pencuci L2 untuk menghilangkan sisa 
larutan buffer L6. Di dalam L2 dan L6 
terkandung GuSCN (guanidium thyocinate) 
yang bersifat chaotropic sehingga dapat 
merusak sel-sel termasuk virus dan bakteri. 
Setelah itu dilakukan pencucian 
menggunakan ethanol yang selain 
membersihkan residu juga berfungsi 
menyatukan kembali DNA yang terpisah-
pisah setelah penambahan larutan-larutan 
buffer dan suspensi diatom. Pencucian 
terakhir menggunakan aseton dan diuapkan 
pada suhu 56°C. Etanol dan aseton memiliki 
polaritas yang berbeda sehingga pencucian 
menggunakan etanol dan aseton akan 
meminimalisir kontaminan. Setelah 
dikeringkan, maka akan terlihat endapan 
kering berwarna putih yang merupakan pasir 
silikat yang mengandung DNA. Distilled 
water (aquades) kemudian ditambahkan dan 
dicampur secara merata agar DNA pada 
porus partikel silikat berpisah dari partikel. 
Distilled water sebagai larutan isotonis juga 
berfungsi untuk menjaga DNA agar tidak 
rusak selama penyimpanan. 
IV.2 Uji Kuantitas dan Kualitas DNA 
Sampel Hasil Ekstraksi 
 Uji kuantitatif DNA dilakukan untuk 
mengetahui konsentrasi dan kemurnian 
DNA  sampel setelah diekstraksi. DNA 
template ditambahkan reagen uji konsentrasi 
yang berfungsi mengikat dan memberi 
warna pada Asam nukleat. Reagen tersebut 
mempermudah absorbansi cahaya oleh DNA 
dan kontaminan yang mungkin ada sehingga 
nilai penyerapan cahaya pada 
spektrofotometer dapat terukur.  
Pita ganda (double stranded) DNA 
dapat menyerap cahaya UV dari 
spektrofotometer pada panjang gelombang 
260 nm sedangkan partikel-partikel atau 
senyawa kontaminan akan menyerap cahaya 
pada panjang gelombang 280 nm. DNA 
murni dapat menyerap cahaya ultraviolet 
karena keberadaan basa-basa purin dan 
pirimidin (Fatchiyah, 2010). Hasil 
pengukuran absorbansi dengan 
spektrofotometer kemudian digunakan untuk 
menghitung konsentrasi. 
Tabel 2. Hasil Uji Konsentrasi Sampel 
dengan Spektrofotometer 
No. 
Sampel 
Nilai Absorbansi 
Konsentrasi 
λ260 λ320 
1 0.095 0.042 0.53 
2 0.114 0.054 0.6 
3 0.139 0.047 0.92 
4 0.133 0.045 0.88 
5 0.142 0.047 0.95 
6 0.139 0.045 0.94 
7 0.146 0.048 0.98 
8 0.145 0.045 1 
9 0.15 0.05 1 
10 0.172 0.061 1.11 
Nilai konsentrasi tinggi pada sampel 
menandakan bahwa banyak DNA yang 
berhasil terekstraksi dan sebaliknya. Dalam 
hal ini, konsentrasi DNA dalam sampel yang 
semakin tinggi juga akan mempengaruhi 
jumlah DNA yang teramplifikasi dan 
berbanding lurus dengan jumlah amplikon 
yang akan terbaca pada elektroforesis gel 
   S1      S2      S3     S4       S5     S6      S7      S8      S9      S10          
   S1      S2      S3     S4       S5     S6      S7      S8      S9      S10          
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agarosa. Setelah ekstraksi dan uji kuantitatif 
DNA, kemudian dilakukan uji kualitatif 
DNA dengan cara elektroforesis. Uji 
kualitatif DNA ini dilakukan untuk 
memastikan perbandingan jumlah DNA 
sampel yang telah dihitung konsentrasinya 
(uji kuantitatif) dengan hasil visualisasi 
sampel DNA dengan elektroforesis 
(kualitatif).  
Gambar 1. Hasil Uji Kualitatif sampel DNA 
total dengan Elektroforesis 
Keterangan: S1-S8 = Sampel Klinis 
Tuberkulosis; S9-S10 = Sampel Klinis non-
penderita Tuberkulosis 
Berdasarkan gambar, semua sampel 
mengandung DNA dengan adanya pita yang 
tervisualisasi. Pada hasil uji kualitatif, 
sampel DNA paling banyak yang 
ditunjukkan oleh pita yang semakin tebal 
yaitu sampel 5, 6 dan 10 serta sampel 
dengan DNA paling sedikit yang 
ditunjukkan oleh pita yang semakin tipis 
yaitu sampel 1, 3, 4, 7 dan 8. Hasil uji 
kualitatif DNA hampir sesuai dengan hasil 
uji kuantitatif DNA meskipun ada beberapa 
sampel yang hasil visualisasinya tidak sesuai 
dengan hasil uji konsentrasi. Menurut 
Novitasari et al.(2014) DNA yang diisolasi 
tidak selalu menjamin mendapatkan molekul 
DNA total dengan kualitas dan kuantitas 
yang sama. Namun hasil uji tersebut bisa 
dijadikan referensi mengenai tebal-tipisnya 
pita setelah amplifikasi. 
IV.3 Amplifikasi Gen IL-6 dengan 
metode PCR 
Persiapan amplifikasi DNA dengan alat 
PCR terlebih dahulu dilakukan dengan 
membuat PCR Mix. Primer yang digunakan 
dalam penelitian ini yaitu F:5′-G G A G T C 
A C A C A C T C C A C C T -3’, dan  R: 5′-
C T G A T T G G A A  A C C T T A T T A 
G -3’. Selain itu, akan dilihat keefektifan 
primer ini terhadap amplifikasi dan deteksi 
gen Interleukin-6 dengan alat PCR. Menurut 
Handoyo dan Rudiretna (2001), 
keberhasilan suatu proses PCR sangat 
tergantung dari primer yang digunakan. Di 
dalam proses PCR, primer berfungsi sebagai 
pembatas fragmen DNA target yang akan 
diamplifikasi dan sekaligus menyediakan 
gugus hidroksi (-OH) pada ujung 3’ yang 
diperlukan untuk proses ekstensi DNA.  
Analisis urutan (sekuens) basa 
nukleotida terlebih dahulu dilakukan  
dengan cara BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool)  pada situs 
http://ncbi.nlm.nih.gov untuk 
membandingkan data sekuens nukleotida 
yang terdapat pada Genebank dengan primer 
yang akan digunakan. Primer yang 
digunakan diketahui memiliki kecocokan 
dengan gen Interleukin-6 dari database 
genebank. 
 
(A) 
 
S1  S2    S3    S4   S5    S6    S7    S8    S9   S10 
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(B) 
Gambar 2. Hasil BLAST primer dengan 
Susunan nukleotida gen Interleukin 6 
Kromosom 7 Manusia (A) Primer Forward 
(B) Primer Reverse 
Pada PCR Mix, Buffer 10x berfungsi 
menjaga pH medium agar tetap sesuai 
dengan keadaan untuk berpolimerisasi 
meskipun telah ditambahkan senyawa-
senyawa tertentu. MgCl2 mengandung ion 
Mg
2+
 yang berfungsi sebagai kofaktor dalam 
menstimulasi aktivitas DNA polymerase. 
Mix dNTP’s berfungsi sebagai building 
block (basa nitrogen pembangun) dalam 
proses ekstensi DNA yang dalam proses 
tersebut akan menempel pada gugus –OH 
pada ujung 3’ dari primer membentuk untai 
baru yang komplementer dengan untai DNA 
template. Taq polymerase merupakan enzim 
yang mengkatalisis proses polimerisasi. 
Pada penelitian ini setelah denaturasi 
pertama, kembali dilakukan denaturasi 
kedua dengan suhu 95°C selama satu menit, 
tahap annealing dengan suhu 56°C selama 
satu menit dan tahap ekstensi dengan suhu 
72°C selama dua menit ketiga tahap tersebut 
kemudian diatur agar terjadi sebanyak 35 
siklus. Selanjutnya pada alat PCR diatur 
kembali kondisi suhu 72°C dengan waktu 10 
detik sebagai tahap ekstensi terakhir untuk 
memberikan waktu dan memastikan DNA 
telah digandakan dengan baik.  
Untai ganda DNA template 
(unamplified DNA) dipisahkan dengan 
denaturasi thermal dan kemudian 
didinginkan hingga mencapai suatu suhu 
tertentu untuk memberi waktu pada primer 
menempel (anneal primers) pada daerah 
tertentu dari target DNA. Polymerase DNA 
digunakan untuk memperpanjang 
primer(extend primers) dengan adanya 
dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) dan 
buffer yang sesuai. Target DNA yang 
diinginkan (short “target” product) akan 
meningkat secara eksponensial setelah siklus 
keempat dan DNA non-target (long product) 
akan meningkat secara linier (Handoyo dan 
Rudiretna, 2001). 
IV.4 Hasil Deteksi gen Produk PCR 
dengan Elektroforesis (Morin et al, 2004) 
Hasil penggandaan dari proses PCR 
kemudian dimasukkan dalam proses 
elektroforesis gel untuk memisahkan asam 
nukleat atau protein yang memiliki 
perbedaan ukuran, muatan listrik, atau sifat-
sifat fisik lain berdasarkan laju pergerakan 
melewati gel agarosa dalam medan listrik 
(Campbell et al., 2008). 
Gel agarosa 2% sebagai media 
pergerakan dibuat dengan mencampurkan 
serbuk agarosa dengan Tris-Buffer-EDTA 
kemudian dipanaskan hingga mendidih, lalu 
ditambahkan  ethidium bromide yang 
digunakan sebagai pewarna yang 
berfluoresensi ketika diletakkan pada sinar 
UV  sehingga pergerakan sampel pada agar 
dapat terlihat. Selanjutnya produk 
amplifikasi  dicampurkan larutan loading 
dye 10x. Loading dye 10x berfungsi 
memberi warna penanda pada sampel dan 
digunakan berdasarkan berat DNA.  
Pada salah satu sumur gel agarosa 
dimasukkan marker DNA 100 bp Ladder 
sebagai pengukur panjang DNA sampel 
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yang akan dilihat. Elektroforesis gel dimulai 
saat makromolekul yang bermuatan listrik 
ditempatkan pada medium berisi tenaga 
listrik.  Molekul tersebut akan bermigrasi 
menuju kutub positif atau kutub negatif 
berdasarkan muatan yang terkandung di 
dalamnya (Klug dan Cummings, 1994). 
Hasil yang diperoleh berupa pola pita 
DNA (band DNA) yang menunjukkan pola 
sebagai berikut. 
Gambar 3. Hasil deteksi gen Interleukin-6 
pada sampel darah klinis penderita dan 
kontrol Tuberkulosis paru 
Keterangan: M= Marker; 1-8= Sampel 
Klinis Tuberkulosis; 9-10= Sampel Klinis 
bukan penderita Tuberkulosis 
Pada gambar tersebut terlihat bahwa 
semua sampel memiliki band DNA pada 
panjang 360 bp. Dari hasil visualisasi 
dengan elektroforesis pada semua sampel 
terdapat pita dengan panjang antara 300 bp 
dan 400 bp sesuai dengan target DNA yang 
ingin diamplifikasi yaitu 360 bp. Sehingga 
dapat disimpulkan bahwa semua sampel 
mengandung gen Interleukin-6 termasuk 
kontrol positif.  
Dari hasil visualisasi terlihat smearing 
yaitu suatu keadaan ketika hasil visualisasi 
memperlihatkan pita yang semu. Hal ini  
seringkali terjadi karena DNA pada sampel 
terfragmentasi menjadi ukuran yang lebih 
kecil (Novitasari et al, 2014).  smearing bisa 
disebabkan karena ketidaksesuaian melting 
temperature (suhu ketika 50 % untai ganda 
DNA terpisah) primer dengan suhu yang 
digunakan dalam proses PCR.  Optimasi 
proses PCR dengan primer tersebut perlu 
dilakukan. Smearing juga bisa disebabkan 
karena kurangnya spesifitas primer. Bisa 
jadi primer yang digunakan dapat 
mengamplifikasi bagian lain dari genom 
DNA selain DNA target (Handoyo dan 
Rudiretna, 2000). Namun penelitian yang 
telah dilakukan oleh Pontoh et al.(2015) gen 
Interleukin-6 dapat dideteksi dengan 
menggunakan primer tersebut.  
V. PENUTUP 
V.1 Kesimpulan 
 Kesimpulan dari penelitian ini adalah 
Gen Interleukin-6 terdeteksi pada sampel 
klinis tuberkulosis dan sampel dengan 
ukuran 360 pasangan basa. 
DAFTAR PUSTAKA 
Camil, L.B. dan E.R., Viorica, 2014. 
Interleukin-6 and Interleukin-10 
Gene Polymorphisme and 
Recurrent Pregnancy Loss in 
Romanian Population.  Iran J Reprod 
Med. 12 (9): 617-622. 
Campbell, J.W., J.B., Reece, L.A., Urry, 
M.L., et al., 2008. Biologi Edisi 
Kedelapan Jilid 1. Erlangga. Jakarta. 
Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 
2008. Pedoman Nasional : 
Penanggulangan tuberkulosis 
Cetakan ke-2. Hal.8-14. Depkes RI, 
Jakarta. 
Fatchiyah, 2010. Uji Kualitatif dan 
Kuantitatif DNA dan RNA. Jurusan 
Biologi Universitas Brawijaya, 
Malang. 
N 
10 
 
Giuletti, A., L., Overbegh, D., Valckx, et al., 
2001.An Overview of Real-Time 
Quantitive PCR: Applicaions to 
Quantify Cytokine Gene 
Expression. Methods. 25: 386-401. 
Handoyo D., dan A., Rudiretna, 2000. 
Prinsip Umum dan Pelaksanaan 
Polymerase Chain Reaction (PCR). 
Unitas. 9: 17-29. 
Hatta, M. dan H.L., Smits.2007. Detection 
of  Salmonella typhi by nested 
Polymerase Chain Reaction in 
blood, urine and stool samples. 
American J. Tropical Medicine 
Hygiene. 76:139-143  
Klug, W.S. dan M.R. Cummings, 
1994. Concept of genetics 4
th
 ed. 
Merrill Publishing Co. Columbus, 
Ohio. 
Luthfi, A., dan S.G., Putro, 2012. 
Tuberkulosis Nosokomial. Jurnal 
Tuberkulosis Indonesia. 8: 30-35. 
Morin, N.J., Gong, L., Xiang-Fang, 2004. 
Reverse Transcription Multiplex of 
PCR Assay For Simultaneous 
Detection of Escherichia coli 
O157:H7, Vibrio cholerae O1, and 
Salmonella typhi. Clinical Chemistry. 
50:11, 2037 – 2044. 
Naugler, W. E. dan M., Karin, 2007. The 
Wolf in Sheep’s Clothing: The Role 
of Interleukin-6 in Immunity, 
Inflamation and Cancer. Trends in 
Molecular Medicine (pp. 1-11). USA: 
Cell Press Elsevier. 
Novitasari, D,A., R., Elvyra, D.I., Roslim, 
2014. Teknik Isolasi dan 
Elektroforesis DNA Total pada 
Kryptopterus apogon Bleeker 1851) 
dari Sungai Kampar Hilir dan 
Tapung Hilir Kabupaten Kampar 
Provinsi Riau. JOM FMIPA. 1: 258-
261. 
Pontoh, V., D., Sampepajung, A.A., Islam, 
M., Hatta,  2015. Profile of mRNA 
Expression of IL-6 and IL-10 in 
Breast Cancer Patients with or 
Without Chemotherapy. American 
Journal of Clinical and Experimental 
Medicine. 3: 99-104. 
Ratnasari, N,Y., 2012. Hubungan 
Dukungan Sosial Dengan Kualitas 
Hidup Pada Penderita Tuberkulosis 
Paru (Tb Paru) Di Balai 
Pengobatan Penyakit Paru (Bp4) 
Yogyakarta Unit Minggiran. Jurnal 
Tuberkulosis Indonesia. 8: 7-11. 
Saunders, B.M., A.A., Frank, I.M., Ormel, 
2000. Interleukin-6 Induces Early 
Gamma Interferon Production in 
the Infected Lung but is not 
Required for Generation of Spesific 
Immunity to Mycobacterium 
tuberculosis Infection. Molecular 
Genetics of Mycobacteria. 68: 
3322:326. 
Sodenkamp, J., G.H., Waetzig, J., Scheller, 
et al,. 2012. Therapeutic targeting of 
Interleukin-6 trans-signaling does 
not affect the Outcome of 
Experimental Tuberculosis. 
Immunobiology. 217: 996-1004. 
Subowo, 1993. Imunobiologi. Penerbit 
Angkasa, Bandung. 
 
